






















similarity  to  known  active  peptides  and  efflux  pump  inhibitors.  A  number  of  these  peptides 
potentiate  the activity of  the antibiotic novobiocin against susceptible Escherichia coli and restore 
antibiotic activity against a multi‐drug resistant E. coli strain, despite having minimal or no intrinsic 
antimicrobial  activity. Molecular  modelling  studies,  via  docking  studies  and  short  molecular 











are no  longer  in clinical use due to  lack of efficacy or bacterial resistance  is one potential route to 
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Around 5000 AMPs have been reported, with ca. 1000 having a published structure  [1]. Our 






led  to  the  hypothesis  that  small  peptides  with  such  alternating  amino  acid  sequences  could 
potentially  retain  antimicrobial  activity  whilst  also  overcoming  a  major  resistance  mechanism. 
Naturally occurring AMPs are usually between 11 and 50 residues long [5]. It has been reported that 










with  other  therapeutic  agents.  Therefore,  peptides  from  3–5  residues were  included,  as,  in  our 
models, even the shortest sequences still exhibited the amphipathic conformations required for cell 
membrane  interaction,  and more  closely  resembled PAβN. Tryptophan  and phenylalanine were 
selected as hydrophobic aromatic amino acids. Additionally, a subset of peptides included a number 
of proline residues, based on the indication that proline‐rich peptides (ProAMPs) are also linked to 
Gram‐negative  antimicrobial  activity with  low  toxicity  towards mammalian  cells  [7–10].  These 








broth  microdilution  assay  against  susceptible  strains  of  Escherichia  coli  (Gram–negative)  and 
Staphylococcus  aureus  (Gram‐positive).  None  of  the  peptides  exhibited  significant  intrinsic 
antimicrobial activity (MIC values 64 μg/mL for compound 6, >128 μg/mL for all others, Table S4), 
indicating  that,  although  predicted  to  interact  with  the  lipopolysaccharide  (LPS)  in  the  outer 
membrane of the Gram‐negative species, they were not able to disrupt bacterial membranes in either 
species sufficiently to cause an antibacterial effect on their own [9]. 






novobiocin  against  the  susceptible  strain—an  indication  that  the  peptides  may  be  assisting 
permeation of the LPS‐containing membrane barrier. 
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Table  1.  Antimicrobial  activity  of  novobiocin  in  the  presence  of  potentiating  peptides  at  fixed 
concentrations against susceptible E. coli 10,418 and multi‐drug resistant clinical isolate E. coli G69. A 





Novobiocin    32  >128 
  Added Peptide  +128 μg/mL  +32 μg/mL  +128 μg/mL  +32 μg/mL 
1  FRW  NP  NT  NP  NT 
2  FWR  NP  NT  NP  NT 
3  WRW  8  64  NP  NT 
4  WRWR  2  32  NP  NT 
5  RWRW  2  64  16  64 
6  WRWRW  0.125  8  16  8 
7  FRF  NP  NT  NP  NT 
8  FRFR  NP  NT  8  NP 
9  RFRF  2  NP  8  128 
10  FRFRF  2  NT  4  8 
11  RRFRF  64  NT  64  NT 
12  WKW  16  64  NP  NT 
13  WKWK  NP  NT  NP  NT 
14  KWKW  NP  NT  NP  NT 
15  WKWKW  4  8  8  128 
16  FKF  NP  NT  NP  NT 
17  FKFK  NP  NT  NP  NT 
18  KFKF  NP  NT  NP  NT 
19  FKFKF  4  128  8  32 
20  WRRQRW  4  16  32  NP 
21  FRRQRF  NP †  NT  NP  NT 
22  RPRPRPL  NP  NT  NP  NT 
23  RPWPPR  4  NT  NP  NT 
24  WKPLPPR  NP  NT  NP  NT 
25  FKPLPPH  8  NT  NP  NT 
26  RPPWRPPW  8  64  NP  NT 











significant  advance,  as  these  small  peptides may  have  potential  to  rescue  “lost”  antibiotics  by 
restoring their activity to a clinically useful level against multi‐drug resistant bacteria (Table 1). 
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weight  to our hypothesis  that our very  short peptides may be  acting as membrane permeability 
enhancers for novobiocin. 
We hypothesized that the peptides could act via the formation of a novobiocin‐peptide complex, 
























Complex  Surface Area (Å2)  Broto log P  Broto lipole  Virtual log P 
Novobiocin  968.9 (ds 17.6 Å)  2.3840  1.4807  3.5449 
Norfloxacin  556.1 (ds 13.3 Å)  −5.8350  0.4173  −3.0671 
WRWRW‐NH2  1280.5 (ds 20.2 Å)  −12.7310  6.0423  −6.2840 
RPRRPRLPW‐NH2  1861.8 (ds 24.3 Å)  −24.6980  5.0993  −12.2239 
Novobiocin—WRWRW‐NH2 A  2353.1 (ds 27.4 Å)  −5.2310  2.6575  −1.4918 
Novobiocin—WRWRW‐NH2 B  2219.3 (ds 26.6 Å)  −22.3820  1.8365  −9.9088 
Norfloxacin—WRWRW‐NH2  1648.9 (ds 22.9 Å)  −29.8880  1.4519  −14.9976 
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Figure  1.  Molecular  electrostatic  potential  (MEP)  of  one  complex  formed  by  one  molecule  of 
compound 6  (peptide  sequence WRWRW‐NH2) and  three novobiocin molecules. The hydrophilic 
positively  charged  side  chains  (blue)  are protruding  from  the  complex. Hydrophobic  regions  are 
shown in grey and negative dipoles in red. 
 
Figure  2.  MEP  of  the  representative  complex  formed  by  compound  27  (peptide  sequence 
RPRRPRLPW‐NH2)  and  novobiocin molecules.  Positive  values  are  shown  in  blue,  hydrophobic 
regions in grey and negative values in red. 







was observed  that  the  formation of  antibiotic‐peptide  complexes occurs with both  antibiotics.  In 






Figure  4.  Intermolecular  interactions  observed  in  the  complex  formed  between  norfloxacin  and 
peptide 6 (WRWRW‐NH2) at the end of 50 ns molecular dynamics (MD) simulation. A conjugation 
system formed by a series of π‐stacking interactions (blue) is formed between the quinolone rings of 
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Figure  5.  Intermolecular  interactions  observed  in  the  complex  formed  between  novobiocin  and 
peptide 6 (WRWRW‐NH2) at the end of 50 ns MD simulation. The complex is held together by a series 










The molecular  lipophilicity potentials  (MLP) of  two of  the  largest  complexes observed were 
generated. Molecular  properties  including  surface  area  and  virtual  logP were  investigated  as  a 
measure of  the  conformation‐dependent hydrophobicity. For all  complexes,  it was observed  that 










scenario moves  from  a  hydrophobic molecule  to  a  large  complex  with  a  distinct  amphipathic 
character, where the positive charges are neatly segregated to one portion of the structure (Figures 
1–3 right). These characteristics could allow the complex to potentially benefit from the self‐promoted 
uptake pathway,  thus  increasing  the uptake of  a molecule  that would otherwise not possess  the 
physicochemical  properties  required  to  bypass  the  LPS  and  bacterial  envelope  to  reach  the 
intracellular drug target [16]. 
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Figure  7.  Plots  representing  the  radial  distribution  function  (RDF)  patterns  obtained  from  the 




with  the peptide  residues  is  clearly observed  for novobiocin. The  π–cation  interactions  and  π–π 
stacking interactions, which occur at a maximum distance of 6.6 Å and 4.4 Å, respectively, appear 
more favorable for novobiocin than for norfloxacin. Finally, all residues, and in particular arginine, 
appear more  likely  to  spend more  time  in  close  proximity  to  novobiocin  than  norfloxacin. This 
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substrates [20–22]. Interestingly, docking results showed that novobiocin and compounds 6 and 27 
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Figure 9. The most  favorable pose of potentiating peptide 6, WRWRW‐NH2  (green)  located  in  the 
distal binding pocket (yellow). The peptide interacts strongly with the loop (red) and in particular 
Trp6 forms a hydrophobic interaction with Phe617. The proximal binding pocket is shown in blue. 

















This  lends weight  to  the hypothesis  that  the active compounds may also have  the ability  to 
inhibit efflux pumps with a mode of action related to that of PaβN. 
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In  conclusion, we were  able  to  demonstrate  that  small  cationic  peptides  of  fewer  than  ten 
residues, without intrinsic antimicrobial activity, can dramatically improve the activity of novobiocin 
against susceptible E. coli 10418. In addition, the peptides enable restoration of novobiocin activity 





The  antibiotic  potentiating  peptides  described  herein,  although  at  an  early  design  and 
mechanistic  investigation  stage,  demonstrate  that  small  peptide  structures  of  this  type  could  be 
developed to enhance antibiotic therapies. There are a number of antimicrobial peptides in current 
clinical  use;  however,  peptide  therapies  are  generally  limited  to  topical  or  intravenous 
administration, due  to  their  inherent  instability  for  oral  administration.  Similarly, peptides with 
potentiating  activity  and  a  favorable  safety  profile  could  be  further  developed  towards  an 
intravenous  combination  therapy. Alternatively,  there  is  the potential  to use  the active structural 
scaffolds to design peptidomimetic compounds that maintain these antibiotic potentiating features 
and have the additional potential to be orally bioavailable. 
This  finding  represents  an  exciting  first  step  in  designing  simple,  small  peptides, 














is  also  included  to make  the peptide  slightly  longer  and  include  the  chance  of  establishing 








yielded peptide RPPWRPPW  (26), however no potentiation was  seen  against  the multidrug 
resistant strain. 
 Pro2 and 3 were  therefore separated with  two Arg  residues  to add  flexibility. Pro6 was also 
substituted with neutral  leucine  to  further  increase  flexibility. Additionally, bulky Trp4 was 
eliminated  to  see  if  activity  could  be  obtained with  only  one  aromatic  residue  but without 
making the peptide too long. This led to RPPWRPPW (27), which shows an exciting profile. 
  






























described previously  (Figures S1–S24). Clean  fractions were combined and  freeze‐dried. Molar % 
yield  was  finally  calculated.  Synthesized  peptides  were  further  characterized  through  mass 
spectrometry (LC‐MS) (Table S1). Total ion chromatograms were obtained on a Varian Prostar triple‐






quad mass  spectrometer  integrated with  an  electrospray  ionization  (ESI)  detector with  voltage 
capillary set at 80,000 V. Full HPLC and LC‐MS data are available in the Supplementary Materials 
(Figures S1–S24, Table S1). The molar percentage yields of peptides after purification are given  in 
Table 4. Peptides 6 and 27 were selected  for  further  investigation and were analyzed using NMR 
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Table 4. Molar percentage yields. 
Compound  Sequence‐NH2  Molar % Yield  Compound  Sequence‐NH2  Molar % Yield 
1  FRW  38  15  WKWKW  44 
2  FWR  42  16  FKF  53 
3  WRW  45  17  FKFK  56 
4  WRWR  49  18  KFKF  55 
5  RWRW  52  19  FKFKF  62 
6  WRWRW  51  20  WRRQRW  * 
7  FRF  55  21  FRRQRF  * 
8  FRFR  58  22  RPRPRPL  52 
9  RFRF  56  23  RPWPPR  56 
10  FRFRF  60  24  WKPLPPR  48 
11  RRFRF  48  25  FKPLPPH  * 
12  WKW  36  26  RPPWRPPW  39 
13  WKWK  39  27  RPRRPRLPW  45 







Briefly, all bacterial  strains were  cultured on nutrient agar  (Sigma‐Aldrich, Gillingham, UK) 
plates and incubated for 24 h at 37 °C prior to MIC determination. In addition, known quantities of 






standardized  by  adjusting  the  optical  density  to  0.1  at  600  nm  (Thermo  Scientific  UV‐Vis 
Spectrophotometer, Abingdon, UK) before being diluted 1:100 in ISB prior to inoculation 
The  assays  were  performed  by  microdilution  using  96‐well  microtiter  plates  with  a  final 
inoculum of 5 × 105 CFU/mL and each sample was tested in duplicate in at least two independent 
experiments  in  order  to  confirm  the  reliability  of  the  data.  Results were  determined  by  visual 









script  [25]. The  four  systems  generated  included  four novobiocin  and  three WRWRW‐NH2,  five 
norfloxacin  and  two  WRWRW‐NH2,  six  novobiocin  and  three  RPRRPRLPW‐NH2  and  eight 
norfloxacin and two RPRRPRLPW‐NH2, respectively. These proportions were set to mimic the molar 














The  last  frames  of  the  simulated  annealing  were  exported  and  submitted  to  50  ns  MD 
simulations using Desmond and the OPLS2005 force field and both simulations were performed in 
duplicate.  Short‐range  electrostatic  interactions were  cut  off  at  default  9.0 Å,  the Nose–Hoover 




The  trajectories  obtained  from  the molecular dynamics  simulations were  then  submitted  to 
clustering  using  the  Desmond  trajectory  clustering  tool,  available  in  Maestro  version  11.8.012 
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with  the Nose‐Hoover  thermostats and pressure was maintained with  the Martyna–Tobias–Klein 
barostats within  the NPT  ensemble  [28,29]. The  equation of motion was  solved with  the RESPA 
integrator, with an inner time step of 2.0 fs and an outer time step of 6.0 fs [27]. The final conformation 
was extracted and saved as a .mol2 file for docking. 
Novobiocin,  norfloxacin  and  PAβN were  built  using  the  3D  Sketcher  tool  implemented  in 
Maestro, and submitted to 10 ns MD simulations in a solvent periodic box 10 Å larger than the size 
of  the  molecule  in  all  directions,  applying  the  same  parameters  described  above.  The  final 
conformations were  extracted  from  all MD  simulations  as  .mol2  files  and  used  for  the  docking 
experiments. 
The RND  efflux pump  (PDB  ID  4DX5) was used  as  a  target  in  the docking  simulations. A 
truncated model  containing  just  the periplasmic domain was prepared  for docking with Protein 
Preparation Wizard implemented in Maestro version 11.0.014 (Schrödinger, New York, NY, USA). 
This was  achieved  by deleting  all  residues  except  33‐335,  365‐871, which  contain  the distal  and 
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